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@ Hydrolysat enzymatique total de proteines de lactoserum, obtentlon et applications. 
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Traitement des proteines de lactosdrum. 

On obtient un hydrolysat enzymatique total de proteines 
de lactos^rum consistant en un hydrolysat peptidique ne 
contenant pratiquement pas de proteines rdsiduetles et dont 
au moins 50% des peptides contiennent2 d 5 acldes amines. 
Le traitement peut impliquer une ultrafiltration du lactosdrum 
suivie d'une hydrotysa enzymatique dans un r^acteur com- 
portant una membrane d'ultraftltration. 

. Application comme prodult nutritionnel rdpondant 6 des 
besoins spdcifiques. 
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1. 

" Hydrolysat enzymatique total de prot6ines 
de lactos§rum, obtention et applications " 

L' invention concerne le domaine du traite- 
ment du lactos6rum. Elle a plus particuliferement pour 
5 objet 1' obtention de produits resultant de I'hydrolyse 
des proteines contenues dans ledit lactos^rum. Elle 
concerne notamment un proc6d6 d'hydrolyse enzymatique, 
mettant en oeuvre, k titre d^enzyme, une enzyme capa- 
ble de prot^olyser la totality des proteines du lacto- 
10 s6rum, et de pr6f6rence la pancreatine. L' invention con- 
cerne 6galement les applications des produits ainsi ob- 
tenus, en particulier comme aliments devant r^pondre k 
des besoins specif iques nutr it ionnels . 

Le lactoserum est un sous-produit bien connu 
15 de 1' Industrie laitifere. Sa composition est approximati- 
vement celle d'un lait 6cr6m6, priv6 de sa cas6ine. On 
obtient un lactos§rum de type acide en acidifiant le 
lait soit par addition d'un acide inorganique soit par 
production acide lactique (ensemencement du lait par 
20 des ferments lactiques) k un pH proche du point iso6- 
lectrique des cas6ines, Le lactoserum est r6cup6r6 a- 
prfes separation du cailie. L' addition de pr§sure au 
lait provoque 6galement la floculation de la cas6ine. 
Le lactos6rum obtenu aprfes syn^rfese est denomm6 lacto- 
25 s§rum-pr6sure . Si la floculation a lieu au pH du lait 
ou k un pH legferement infdrieur mais au-dessus de 5,8- 
6,0, le lactoserum est denomme lactoserum doux. 
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On d6finit done le lactos6rura par rapport H 
la nature de la coagulation du lait. Dans 1' Industrie 
fromagfere, la plupart des lactos^rums sont en fait des 
lactos^rums .ixtes I'un des proc^d^s de coagulation 
5 est predominant par rapport ^ 1' autre. Les lactos^rums 
doux sont issus des fabrications de pates press6es cui- 
*tes ou non (Emmental, Gruyfere, Cheddar, Cantal, Saxnt- 
Paulin). Les lactos^rums acides sont issus principale- 
„ent des fabrications de pates fraiches et des cas^ine- 
10 ries. on trouve dgalement toute une vari6t6 de lactose- 
rums mixtes provenant de la fabrication de la plupart 
des pates molles et des pates persill^es. La composx- 
tion des lactoserums pourra done varier dans d'assez 
larges limites selon le lait de depart et la technolo- 
15 gie fromagfere utilis^e. Tous les lactos6rums contxen- 
nent des elements min^raux, des matiferes grasses, une 
certaine quantity d' acide lactique, d' enzymes coagulan- 
tes, la fraction la plus int^ressante etant bien ^vi- • 
demment la fraction azot^e. C'est elle qui est en effet 
20 essentiellement constitute par les prot6ines solubles 
du lait poss6dant une valeur biologique 61ev6e. 

Les trois destinations traditionnelles des 
lactoserums etaient I'tpandage, le rejet en riviere et 
r alimentation animale. On a d6j2t propos6 des traite- 
25 ments industriels du lactos6rum, tels que la concentra- 
tion et le sechage, pour diminuer les couts de trans- 
port, de stockage et de conservation. De nouvelles tech- 
nologies permettent de s^parer , de concentrer et de pu- 
rifier seiectivement les composants du lactos6rum et de 
30 modifier leurs caract6ristiques physico-chimiques tout 
en maintenant et meme en am^liorant la quality nutri- 
tionnelle. De telles techniques permettent d'aboutxr k 
des produits originaux.et varies tant sur le plan nutri- 
tionnel que technologique . Parmi ces techniques, on peut 
35 citer la d6min6ralisation , la filtration moUculaire 

La difference de taille mol6culaire qui existe entre les 
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prot^ines et la matlfere grasse d'une part et les lac- 
toses et les sels tnin^raux autre part rend possible 
leur separation par filtration, en particulier par ul- 
trafiltration. On obtient alors une solution enrichie 
5 en prot^ines qui const it ue la fraction noble du lacto- 
s6rura et une solution essentiellement constitute par du 
lactose et les sels mintraux, dtnomTnte "Jus lactosf. 

Bien qu^en valeur relative, les prottines re- 
present ent une faible part de la inati§re sfeche du lac- 
10 tostrum (inftrieure k 12 %) elles sont I'attrait princi- 
pal dans la valorisation de ce sous-produit . La fraction 
proteique essentiellement constitute par les prot^ines 
solubles du lait , /^-lactoglobuline , d-lactalbumine , se- 
rum- albumins et imunoglobulines est inttressante en rai- 
15 son de sa valeur nutritionnelle et de ses proprietes 
f onctionnelles • 

On trouvera des indications interessantes sur 
les proteines du lait dans I'ouvrage Mc KENZIE, H.A, 
(1971) - Milk proteins, Vols. 1 et 2 . Academic Press 
20 New York. Les concentres proteiques issus des lactose- 
rums ont une valeur nutritionnelle eievee : voir par e- 
xemple les articles de FORSUM, E. (1974) Nutritional e- 
valuation of whey protein concentrates and their frac- 
tions. J, of Dairy Sc., 57, (6), 665-670. FORSUM, E. 
25 (1975) - Whey proteins for food and feed supplement. 

Protein nutritional quality of foods and feeds, part II 
433-470, Marcel Bekker Ed., I.N.C. New York. FORSUM, E. 
(1975) - Effect of dietary lactose on nitrogen utiliza- 
tion of a whey protein concentrate and its correspond 
30 ding amino acid mixture. Nutrition Reports Internatio- 
nal, 11, (5) 419-428. FORSUM, E. (1977) -Use of a whey 
protein concentrate as a supplement to maize, rice and 
potatoes. A chemical and biological evaluation using 
growing rats. J. of Nutrition, 105 , (2), 147-153. 
35 Pour juger de la valeur nutritionnelle d'une 

prot^ine ou d'un aliment azot6 prot^ique, on compare sa 
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composition en acides amines essentials k celle d'une 
prot4ine de r6f6rence. Quelle que soit la prot6ine de 
r6f6rence choisie, la composition des prot^ines de lac- 
tos^rum esfbien 6quilibr6e.. On constate notamment une 
5 teneur 61ev6e en lysine, threonine, et tryptophane, une 
teneur en cysteine 61ev6e par rapport au lait et une 
faible teneur en phenylalanine et en methionine. On sait 
par ailleurs que. la seule presence dans 1' aliment d'un 
acide amine ne t^moigne pas forc^ment de son utilisation 
10 evidente par I'organisme. Le traitement auquel a et6 
soumis le produit avantl' evaporation de celui-ci peut 
avoir partiellement rendu indisponible un certain nombre 
d' acides amines. Cette constatation a ete faite : voir 
CHEFTEL, C. et CHEFTEL, H. (1976) - Brunissement non en- 
15 zymatique. Biochimie et Technologic des aliments, vol. 
13 3. Technique et Documentation Ed. - Paris. 

La technique la plus ancienne pour extraire 
les proteines de lactoserum consiste k les insolubili- 
ser par un traitement thermique denaturant k un pH pro- 
20 Che de leur point isoeiectrique . L' inconvenient evident 
d'une telle technique est de d6naturer les proteines. 
D'autres precedes ont done ete proposes pour isoler les 
proteines par precipitation et/ou complexation . On peut 
citer par exemple 1' adsorption des proteines sur echan- 

25 geur d'ions ou 1' addition de reactifs chimiques en vue 
de la complexation et de la precipitation des proteines. 
Ces diverses techniques sont sensiblement restees au ni- 
veau du laboratoire. On a par ailleurs suggere des pro- 
• cedes chromatographiques d'echangeur d'ions. Voir MIRA- 
30 BEL, B. (1978) - Nouveau precede d' extraction des pro- 
teines du lactoserum. Ann. de la Nutrition et de I'A- 
lim., 32 (2-3), 243-253. La filtration sur gel a et6 e- 
galement appliquee au lactoserum. Un tel precede de fil- 
tration presente un certain nombre d' inconvenient s . II 
35 exige notamment une preconcentration des proteines qui 
ne devra pas etre denaturante au risque d'alterer la re- 
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solution entre les diff^rentes fractions. Ces derriiferes 

doivent ensuite etre elles-memes concentr6es et s6ch6es. 

« 

Les difficult^s de mise en oeuvre expliquent aussi 
pourquoi cette technique est rest^e trbs limit^e. 
5 L' ultrafiltration sur membrane, 6tant donn6 

les progr^s r6alis6s tant sur les appareillages que dans 
la comprehension des ph^nomfenes observes, s'est large- 
ment r6pandue dans 1' Industrie laiti^re pour le traite- 
• ment du lait /"MAUBOIS J.L. , MOCQUOT, G. (1971) - Pr6- 

10 paration de fromage k partir de "pr^-fromage liquide* 
obtenu par ultrafiltration du lait . Le lait, _51 508, 
495-533^7, ainsi que pour celui du lactos^rum (FENTON- 
MAY R.I HILL C.G* et AMUNDSON, C.H. (1971) - Use of 
ultraf iltration-reverse osmosis systems for the concen- 

15 tration and fractionation of whey, J. Food Sc , 36, 14). 
Lors du passage du lactos^rum sur la membrane d' ultra- 
filtration, l^eau, les min^raux solubles, le lactose, 
les composes azotes de faible poids mol^culaire (pepti- 
des, acides amines libres) et les vitamines hydrosolu- 

20 bles traversent la membrane sous forme d"* ultraf iltrat 
ou perm^at ; par contre, les prot6ines et les constitu- 
ants associ^s (calcium, phosphore) les globules gras et 
les §16ments lipophiles sont retenus et se concentrent 
au fur et k mesure de 1* Elimination de la phase aqueuse: 

25 ils constituent le r^tentat ou concentre prot6ique. L'- 
obtention de concentres prot6iques de puret6 61ev6e n6- 
cessite la mise en oeuvre d'une ultrafiltration ainsi 
que d'une diaf iltration. Dans la diaf iltration, on ef- 
fectue une addition d*eau ou de solution aqueuse conte- 

30 nant des. sels, en continu ou en discontinu, dans le r6- 
tent at d* ultraf iltration . On ^limine simultan6ment ou 
successivement une quantity 6quivalente de perm^at . Une 
telle operation a pour consequence d'appauvrir le r§ten- 
tat en Elements filtrables. Outre des qualit6s nutri- 

35 tionnelles certaines, les prbt6ines de lactos6rum, sous 
forme concentr4e, poss^dent des propriet4s fonctionnel- 
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les interessantes. De nombreuses revues bibliographi- 
ques existent sur ce sajet : voir par exeraple KINSELLA, 
J.E. (1976) - Functional 'properties of proteins in 
foods : a survey. Critical reviews in food science and 
5 nutrition. 

L' invention a pour objet une utilisation ori- 
ginale des prot^ines de lactos6rum, en particulier en 
vue de la nutrition humaine . Les progrfes rapides de la 
m6decine et de la chirurgie permettent la survie de nom- 
10 breux malades chez lesquels la nutrition, la r6adapta- 
tion k une alimentation normale deviennent un problfeme 
important (progrfes des techniques chirurgicales mais 
aussi des techniques de r^animation) . A chaque stade de 
la r4animation, de la th^rapeutique m4tabolique k I'ali- 
15 mentation normale, le melange nutritif offert doit etre 
adapts 6troitement au besoin du malade . 

Les nouvelles techniques d' alimentation telles 
que 1* alimentation ent6rale k faible d6bit continu (voir 
LEVY E. (1976) - Alimentation ent^rale continue. Prin- 
20 cipe-Technique. Indications, R6sultats. 64', (4), 235-256^ 
permettent 1' utilisation optimale des nutriments par 
leur acheminement direct, en l'6tat, au niveau de leur 
lieu d'utilisation ou- d'action. Ainsi, apr6s avoir d6- 
termini la fonction digestive d6ficiente, il s'agit de 
25 la supplier. et 6ventuellement de stimuler son retour k 
une activity quasi-normale . La fabrication industrielle 
de ces produits de substitution consiste en fait k re- 
produire in vitro la fonction d^ficiente qui peut aller 
del' impossibility d'ing§rer, de mastiquer, k certaines 
30 carences.ou d6ficiences enzymatiques . 

On sait par ailleurs que la prot6olyse r^elle 
des prot6ines solubles du lait intervient au niveau in- 
testinal sous 1' action des proteases pancr^atiques . Voir 
les r§f§rences de BLANC B. (1976 - Digestibility of 
35 Proteins. Int. Dairy Federation, Commission F, Final Re- 
port, Doc. 57 GRAY, G.M. , COOPER, H.L. (1971) - Protein 
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digestion and absorption. Gastroenterology, 61^, 535. On 
cherche done le plus possible k l^heure actuelle ?ret- 
tre au point des hydrolysats enzymatiques qui sont capa- 
bles d^etre ais6ment absorb6s par l^organisTre humain. 
5 L' invention concerne l^obtention k partir de 

prot6ines de lactos^ruras d'un hydrolysat prot^ique capa- 
ble d'etre directement assimilable par la muqueuse in- 
testinale et pouvant avoir une action de stimulation au 
niveau des systfemes enzymatiques deficients. 

10 On connaxt enfin un certain nombre de proc6d6s 

pour I'hydrolyse des prot^ines, par exemple des prot^i- 
nes de lait. L'hydrolyse acide conduit ef f ect ivement k 
l^obtention de solutions d'acides amines libres, L'hydro- 
lyse acide d^truit certains acides amines. L^hydrolyse 

15 alcaline preserve le tryptophane mais entraine une inso- 
lubilisation qui diminue fortement la valeur nutrition- 
nelle des concentres prot^iques initiaux. 

La prot6olyse enzymatique est connue et prati- 
qu6e depuis fort longtemps, k des fins analytiques ou 

20 des fins alimentaires , le but principal 6tant de solubi- 
liser les prot6ines. La litt^rature fait largement 4tat 
de nombreuses utilisations alimentaires d' hydrolysats 
de.proteines de soja (Voir ARAI, S. NOGUCHI , M, KUROSA- 
WA, S. KATO, et PUJIMAKI , M. (1970) Applying proteo- 

25 lytic enzymes on soybean, 6-Deodorization effect, des 
proteines de poissons : voir HEVIA,P. WHITAKER, J.R. et 
OLCOTT, H.S* (1976) - Solubilization of a fish protein 
concentrate with proteolytic enzymes. J. Agric. Food 
Chem., Vol 24 (2) 383-385, ou de colza, par action de 

30 protease animale , microbienne ou v^getale. 

L* application de ces techniques aux proteines 
laitiferes au niveau industriel reste cependant trbs li- 
mitee. La proteolyse enzymatique ne pr^sente pas les in- 
conv6nients des m^thodes chimiques . Les conditions d*- 

35 hydrolyse sont moder^es et pr^servent ainsi la quality 
nutritionnelle des produits. 
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En g6n6ral, I'hydrolyse conduit k des pepti- 
des ayant un gout amer prononc6. Ce caractfere limit e 
1' utilisation de ces hydrolysats en alimentation humai- 
ne. L' intensity de I'amertume d' un hydrolysat depend 
5 principalement de la nature du substrat prot6ique et de 
la specificity des enzymes. Pour 61iminer I'amertume, 
on a sugg6r6 de faire agir des exopeptidases . Voir par 
exemple ARM, S. • YAMASHITA, M. , KATO, H. FUJIMAKI , M. 
(1970) - Agric. Biol. Chem. , 34, 729, ainsi que CLEGG, 

10 K.M. SMITH, G. et WALKER, A.L. (1974) - Production of 
an enzymatic hydrolysate of casein on a kilogram scale. 
J. Food Technol. 9, 425-431. On a 6galement propos6 de 
modifier les peptides par addition d'acides glutamiques 
avant reaction plast6ique. II est 6galement possible de 

15 recourir k une Elimination des acides amines hydropho- 
bes . 

Dependant, toutes ces techniques connues ne 
sont pas satisfaisantes et ne peuvent pas r6pondre aux 
besoins de 1' invention. En ef f et , une solubilisat ion 
20 pouss6e, causae par la mise en oeuvre d' exopeptidase, 
augmente le taux d' acides amines libres et plus sp6cia- 
lement I'arginine, la lysine, la tyrosine, la valine, 
la phenylalanine, la methionine et la leucine, ce qui 
aurait pour effet direct d'encombrer les systfemes de 
25 transport, au niveau de la barrifere intestinale des a- 
cides amines libres et done d'entraxner une moindre ef- 
ficacite nutritionnelle des hydrolysats. Par ailleurs, 
la qualite intrinsfeque des hydrolysats est modifiee car 
I'equilibre en acides amines est lui-meme change, ce qui 
30 necessite une supplementation en acides amines libres. 

A titre de document illustrant la technique 
anterieure,on peut citer le brevet US 2.180.637. Ce bre- 
vet deer it un precede pour produire des acides amines 
purifies k partir de certaines fractions proteiques, la 
35 caseine du lait etant preferee. Le precede peut consis- 
ter en une hydrolyse enzymatique en milieu basique, et 
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fournit un melange d'acides amines purs non d6aatur6s, 
Parmi les enzymes utilisables sont cities les enzymes 
pancr^atiques . Une telle hydrolyse conduit k des acides 
amines libres, ainsi qu'il est explicitement mentionn^ 
5 dans la description du brevet US 2.180.637. Le proc6d6 
ddcrit dans ce brevet a pour but de fournir des hydro- 
lysats prot^iques contenant une proportion roaximale d'- 
acides amines libres grace k une hydrolyse totale qui 
doit etre r6alis6e avec un temps de contact prolong^ en- 
10 tre 1^ enzyme et le substrat . Le produit ainsi obtenu 
n'est done pas for cement exempt d* enzymes. De plus, la 
composition du produit obtenu par le brevet US 2.180.63X 
en raison de sa composition en acides amines libres, ne 
convient pas pour certains domaines d' application tels 
15 que pour la r6animation et la nutrition th^rapeut ique 
humaine. Des 6tudes r§centes ont en effet r6v616 qu'il 
convenait d^utiliser des melanges de peptides plutot 
que des acides amines libres (voir par exemple D.B.A. 
SILK, in Peptide Transport and Hydrolysis CIBA Founda- 
20 tion Symposium 50 1977 Elsevier Exurpta Medica North. 
Holland). L* administration de produits essentiellement 
const it u6s par des acides amines libres est done d6con- 
seill6e en raison des inconv6nients que cela peut pre- 
senter lors de 1 ' application clinique, du fait que les 
25 acides amines libres ne sont pas assimilables imm^dia- 
tement et sans danger par I'organisme humain (voir par 
exemple D.M. MATTHEWS in Physiological Reviews Vol. 55 
n"* 4 October 1975 "Intestinal Absorption of Peptides"). 
Les 6tudes modernes indiquent qu*il faut tenir compte 
30 de 1* osmolality des produits et on sait que 1' osmolali- 
ty des produits peptidiques est tr6s inf^rieure k celle 
des produits correspondants const it u^s d' acides amines 
libres. Plus 1* osmolality est basse, plus la faculty 
d' assimilation immydiate par l^organisme humain est 
35 grande. II exist e done un besoin pour trouver des pro- 
duits capables d^etre assimiiys immydiatement et sans 
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danger par I'organisme humain, et pouvant convenir, par 
exeznple, en nutrition th^rapeut ique et en r^animation . 



6t6 propose de precede pour l*obtention d'un hydrolysat 
5 enzymatique total utilisant les prot6ines du lactos6ram 
et pouvant servir directement dans les besoins sp^cifi- 
ques de 1 ' aliment at ion humaine • 



tique fait le plus souvent appel k un systfeme de 'r6ac- 

10 teur discontinu. L' enzyme est ajout^e k la solution pro- 
t6ique k traiter . Aprfes un temps de s^jour plus ou moins 
long, dans des conditions favorables k 1' activity enzy- 
matique et k l*attaque du substrat, le pH est modifi6 et 
un traitement thermique l^ger inactive 1' enzyme. Une 

15 centrif ugation peut etre f aite pour 61iminer la frac- 
tion insoluble non dig§r6e . Mais, selon cette technique 
de reaction d'hydrolyse enz3rmatique discontinue, il est 
difficile d'utiliser un rapport enzyme/substrat 61ev6, 
Or, on connait, voir ROBINS, R.C. (1978) - Effect of.,ra- 

20 tio of enzymes to substrates on amino acid patterns re- 
leased from proteins un vitro. Internat. J. Vit . Nutr. 
Res., 48, 44-52, I'influence decisive du rapport enzyme/ 
substrat sur la nature des acides amines libres et les 
peptides Iib6r6s lors de la prot^olyse. Avec un proc6d6 

25 discontinu, il faut d^truire les enzymes en fin d'hydro- 
lyse lorsque celles-ci sont en excfes, ce qui serait in- 
dispensable avec les rapports 61ev6s pr6cit6s. 



teurs k enzymes fix§s. Cependant , ceux-ci pr6sentent de 
30 notables inconv6nients sur le plan pratique. En ef f et , 
les conditions optimales d' activity des enzymes, en par- 
ticulier les conditions de pH, se d^placent au cours du 
temps de sorte que le fonctionnement du r^acteur ne don- 
ne pas satisfaction en permanence. On constate 6galement 
35 des problfemes bact6riologiques , le colmatage des lits de 
fixation ainsi que 1* adsorption des prot^ines sur le sui>- 



A la connaissance du demandeur , il n*a jamais 



Sur le plan technologique , I'hydrolyse enzyma- 



On a 6galement propose 



d'utiliser des r6ac- 
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port dans le cas du traiteinent du lactos6rum. En ou- 
tre, la reaction efizymatique a tendance ^ s*inhiber au 
cours du temps en raison de la formation de complexe 
enzyme-fragment prot^ique. L' inhibition peut etre 6ga- 
5 lement due i la nature du support. II est par ailleurs 
tr§s difficile d*utiliser des syst femes multi-enzymes en 
raison des ph^nomfenes de competition des enzymes vis-S.- 
vis du support d: de la stability diff^rente des enzymes 
au cours du temps. 
10 invention a mis ^ profit les moyens d6jd. 

connus dans certaines autres applications et qui con- 
sistent k faire appel k des r^acteurs enzymatiques 
membranes. On peut se r§f6rer par exemple ^ 1' article 
de CHETTEL, C. (1972) (Solubilisation enzymatique con- 
15 tinue du concentre protdique de poisson. Essai de recy- 
clage des enzymes. Ann. Technol, Agric . , 21, (3) 423- 
433. qui d^crit un r^acteur ^ membranes, appliqu6 k la 
prot6olyse de concentre prot6ique de poisson. La mem- 
brane d' ultrafiltration permet de retenir 1' enzyme en 
20 solution dans le r6acteur ainsi que le substrat prot6i- 
que. Seuls les produits d^hydrolyse, les peptides, sont 
eiimines au fur et mesure de leur formation. Cepen- 
dant , dans la pratique, la raise en oeuvre d*un tel r6- 
acteur n^est pas ais6e comme le souligne CHEFTEL. Le 
25 substrat doit etre complfetement solubilisable par I'en- 
zjrme et la solution prot^ique doit presenter une quali- 
ty bactdriologique irr^prochable. 

Tel est brifevement rappel6 ci-dessus l'6tat 
de la technique dans le domaine de la valorisation des 
30 prot6ines du lactos6rum, en particulier par hydrolyse 
enzymatique. On peut dire en r6sum§ qu'aucun des docu- 
ments connus du demandeur n'a propose de r^aliser un 
hydrolysat. enzymatique total de prot6ine de lactos6rum. 

Sous sa forme la plus g6n6rale, 1* invent ion 
35 a pour objet un hydrolysat enzymatique total de prot6i- 
nes de lactos6rum consistant en un hydrolysat peptidi- 
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que ne contenant pratiquement pas de prot6ines r§sidu- 
elles et dont au moins 50 % des peptides contiennent 2 

5 acides amines . 

Selon un mode pr6f6r6 de realisation, les hy- 
5 drolysats mentionn^s ci-dessus contiennent 70 90 % de 
1' azote present sous forme de peptides ayant un nombre 
d' acides amines inf^rieur k 10. 

L' invention concerne ^galement un proc6d6 pour 
I'obtention de tels hydrolysats k partir de prot6ines 
10 de lactos§rum, caract6ris6 en ce qu'on met en contact 

lesdites prot6ines avec une enzyme prot6olyt ique capable 
de reconstituer la digestion prot^ique qui prend place 
in vivo dans l*organisme humain, ladite enzyme 6tant de 
preference la pancreatine, I'hydrolyse 6tant conduit e 
15 jusqu'a. ce que le produit ne contienue plus de protei- 
nes residuelles c'est-^-dire ne pr6sente aucun azote 
precipitable par I'acide trichloracet ique k 12 %, aprfes 
quoi on recupfere I'hydrolysat obtenu qui repr6sente 1'- 
hydrolysat enzymatique total recherche. 
20 Sous une forme preferee, 1' invent ion concerne 

un procede dans lequel on effectue d'abord I'ultraf ti- 
tration du lactos6rum, ledit precede etant caracteris6 
en ce qu' on met en contact le retentat d' ultrafiltration 
avec une enzyme proteolytique capable de reconstituer la 
25 digestion proteique qui prend place in vivo dans I'orga- 
nisme humain, ladite enzyme etarit de preference la pan- 
creatine, I'hydrolyse etant conduite jusqu'i ce que le 
produit ne contienne plus de prot6ines residuelles c'- 
est-^-dire ne presente aucun azote pr6cipitable par l*a- 
30 cide trichloracetique k 12 %, aprfes quoi on recupfere 

I'hydrolysat obtenu qui represente I'hydrolysat enzyma- 
tique total recherche. 

Ainsi qu'on I'a mentionne precedemment , un tel 
procede est avantageusement mis en oeuvre dans un dispo- 
35 sitif qui combine un equipement d' ultratiltration k un 
reacteur enzymatique k membrane, permettant ainsi une 
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realisation continue. Grace k une telle combinaison et 
au choix des paramfetres de la reaction qui sent adapt 6s 
au traitement des prot6ines du lactos6rum 1^ invention 
permet de r^aliser une hydrolyse enzymatique totale des- 
5 dites prot^ines. Jusqu*^ present, les hydrolyses r^ali- 
s6es n'6taient que partielles^ et par le fait meme les 
produits obtenus ne correspondaient pas au besoin de la 
pr6sente invention. 



10 constitute de 2 k 5 acides amines, ce qui permet au pro- 
duit de 1' invention de r6pondre aux besoins nutrition- 
nels specif iques. Les acides amines libres reprtsentent 
10 2l 15 % de la fraction azot6e, en general, Les acides 
amines basiques (arginine et lysine) aromatiques (tryp- 

15 tophane, phenylalanine, tyrosine). et la leucine consti- 
tuent I'essentiel de la fraction des acides amines li- 
bres. Les exemples ci-aprfes mettront en evidence les 
compositions de certaines categories d' hydrolysats don- 
nees k titre illustratif . 

20 La similitude de composition en acides amines 

de la fraction floculante et de la fraction surnageante 

obtenue lors de la concentration par evaporation k lOOg 
par litre de I'hydrolysat sort ant du react eur indique 
une egale repartition des car act feres hydrophobe et hy- 

25 drophile entre les differentes classes de peptides. L'- 
operation de concentration peut etre po'ursuivie jusqu'k 
une teneur en substance sfeche eievee, pouvant aller 
jusqu'a, 25 % avant sechage par atomisation. 



30 nes laitiferes reconnues comme ayant une excellent e va- 
leur biologique. lis repondent done aux besoins nutri- 
tionnels des malades souffrant d' insuf f isance pancrea- 
tique ou de malades metaboliques . L* invention trouve 
done une application directe dans des aliments dieteti- 

35 ques parfaitement assimilables par I'organisme humain 
puisque capables de passer directement la barrifere in- 



La quasi totalite des peptides obtenus «st 



Les. hydrolysats obtenus sont issus de protei- 
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testinale et d'etre ainsi coimnod6nient dig6r6s et assi- 
mil6s. sous I'un de ses aspects, I'invention concerne 
done un aliment de r6animation contenant , k titre de 
fraction active, un produit de I'invention k base d'hy- 
5 drolysat enzymatiqae total des prot^ines de lactos6rum, 
en combinaison 6ventuelle avec un v6hicule neutre con- 
venable pour 1 ' alimentation or ale ou ent6rale. 

A titre de matifere de depart pour le proc6d6 
de I'invention, on pent utiliser n'importe quel lacto- 
10 s6rum. on pent par exemple utiliser des lactos^rums d'- 
origine industrielle, en particulier des lactos^rums 
mixtes resultant du melange de lactos§rums de diverses 
productions fromagferes . On peut mettre en oeuvre an lac- 
tos^rum directement pr6par6 k partir de lait cru ou 
15 thermis6, par precipitation lactique ou pr^sure. Mais, 
en variante, on peut 6galement utiliser un lactos6rum 
reconstitu§. Le lactos6rum d'origine, aprfes 6cr§inage, 
peut etre thermis^, par exemple k une temperature de 
I'ordre de 58-60"C. U peut ensuite etre concentre par 
20 evaporation. Le preconcentr6 est event uellement dilue 
pour eviter la cristallisation excessive du lactose et 
conserve k une temperature de I'ordre de II est en 

effet commode d' utiliser des concentres proteiques de 
lactoserum reconstitues k partir de poudre. 
25 Le precede de I'invention est applicable aux 

proteines du lactoserum quelle que soit leur technique 
d'obtention. Ainsi, on peut isoler les proteines de 
lactoserum par tout moyen connu avant de les soumettre 
k I'hydrolyse enzymatique. On peut par exemple faire 
30 coaguler ces proteines par la chaleur . On donne la pre- 
ference k une obtention des proteines par ultrafiltra- 
tion du lactoserum, car cette operation n'entra£ne aucu- 
ne denaturation. Pour des raisons diverses, economiques 
par exemple, le precede de I'invention est cependant 
35 applicable avec succfes aux proteines precipitees par 
chauffage du lactoserum. 
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Le lactos6rum ou pr6concentr6 est avantageu- 
senent purifi6 par ultrafiltration et par diafiltra- 
tion. Les diff6rents r^tentats sent ensuite s6ch6s, par 
exemple par atomisation, 
5 Lors de 1* ultrafiltration, on utilise les 

techniques connues de l*homme de I'art, telles qu'elles 
sont notarament illustr^es par les r6f6rences bibliogra- 
phiques cities au d^but de la description. L'obtention 
d^un concentre prot4ique de puret6 61ev6e s'effectue en 
10 g^n^ral en deux 6tapes ; ultrafiltration simple suivie 
d^une diaf iltration. Les membranes d' ultrafiltration 
sont conventionnelles : ce sont celles qui sont connues 
pour retenir toutes les prot^ines solubles du lactose- 
rum. Leur pouvoir de coupure est en g6n6ral compris en- 
15 tre 500 et 50000, La nature de ces membranes est quel- 
conque. II pent s*agir aussi bien de membranes inorga- 
niques qu* organiques . A titre de membranes organiques, 
on peut utiliser des membranes en polyol6fine, polya- 
crylonitrile , chlorure de polyvinyle, acetate de cellu- 
20 lose, polycarbonate et autres matiferes similaires. A 

titre de membranes inorganiques, on peut utiliser n'im- 
porte quel substrat poreux r^pondant aux definitions ci- 
dessus. Toutes ces notions sont bien connues de I'homme 
de I'art dans le domaine de 1* ultrafiltration du lait ou 
25 du lactos6rum et n*ont done pas besoin d'etre explici- 
t§es davantage* 

Les meilleurs r6sultats ont 6t6 obtenus avec 
les membranes disponibles sur le raarch^ sous la denomi- 
nation "Nuclepore". De telles membranes sont d^crites 
30 dans la brochure intitul6e "Basics of filtration and 
separation" de H.W, BALLEW et Nuclepore Corporation 
(1978). Ces membranes sont constitutes d'un film de po- 
lycarbonate irradie par bombar dement ionique, Les pores 
sont des trous cylindriques bien dtfinis dont le diamfe- 
35 tre est precis k plus ou moins 15 %. Ces membranes de 
micr of iltration ont non seulement la faculty de suppri- 
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mer les produits insolubles prot6iques, lipidiques ou 
lipoprot6iques mais 6galement de retenir les microorga- 
nismes et d'exercer une fonction supplement aire de ste- 
rilisation du produit . 
5 Dans la pratique, afin de r^aliser des condi- 

tions optimales d' ultrafiltration du lactoserum, on a- 
justera le pH k une valeur gendralement comprise entre 
6 et 7 pour tenir compte de I'origine du lactos6rum 
(coagulation acide ou pr^sure) . La modification du pH 
10 peut ameiiorer de fagon sensible les performances des 
appareillages. Cette amelioration est accrue lorsque 
I'ajustement du pH intervient aprfes pr^chauffage du 
lactoserum k SCC pendant 15" : voir HAYES, J.F. DUN- 
KERLEY, J.A. MULLER, L.L. GRIFFIN, A .T . (1974) Studies 
15 on whey processing by ultrafiltration.il. Improving 

permeation rates by preventing fouling. The Australian 
J. Of Dairy Tech., -37, (3) , 132-140. En outre, I'eiimi- 
nation de certains min^raux am61iore les debits de per- 
meation. De meme, le passage du lactoserum sur une mem- 
20 brane d' ultrafiltration dont le seuil de coupure se si- 
tue au-dessus des poids moieculaires des prot6ines nati- 
ves eiimine les microorganismes , les fines de caseine, 
les proteines solubles sous forme d'aggregats. Cette. 
prefiltration de lactoserum augment e les debits de per- 
25 meation : voir les travaux de LEE, D.N. & MERSON, R.L. 
(1976) Chemical treatments of cottage cheese whey to 
reduce fouling of ultrafiltration membrane. J. of Food 
Sc., 41, 778-786. LEE, D.N. & MERSON, R.Ii. (1976) - Pre- 
filtration of cottage cheese whey to reduce fouling of 
30 ultrafiltration membranes. J. of Food Sc . , 41 , 403-410. 
Ces memes auteurs ont constate que 1' addition d'un sel 
inorganique tel que du chlorure de calcium ou de chlo- 
rure de sodium am61iore le debit d' ultrafiltration. Ce 
traitement peut etre envisage lors de 1 ' operation de 
35 diafiltration en vue d'obtenir des concentres protei- 
ques trfes purs dans les conditions optimales. 
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Conf orm4ment it une forme de mise en oeuvre 
avantageuse de 1' invention on combine l'6tape ultra- 
filtration du lactos6runs k une 6tape d^hydrolyse enzyma- 
tique du r^tentat de ladite ultrafiltration. Quel que 
5 soit le mode d^obtention des prot6ines de lactos6rum, 
l^hydrolyse enzymatique est r6alis6e en continu en in- 
troduisant le concentre prot^ique dans une zone de re- 
action en vue d*une mise en contact intime avec 1* enzy- 
me, on soutire en continu le produit de reaction en l*a- 
10 menant de la zone de reaction dans une zone d' ultrafil- 
tration, de laquelle on soutire 6galement en continu un 
perm^at qui constitue I'hydrolysat peptidique consti- 
tuant le produit recherch6 selon 1' invention, la reac- 
tion etant poursuivie jusqu'i ce que le perm^at soit un 
15 hydrolysat enzymatique total, un recyclage pouvant etre 
pr^vu de 1' ultrafiltration jusqu^i la zone de reaction. 

Pour des raisons li^es la f ois au bon fonc- 
tionneinent des r^acteurs et k la destination des pro- 
duits finals, 1 ' Elimination des composes non prot§iques 
20 du lactos^ruTn doit etre la plus eiev6e possible. II con- 
vient done que, dans le r^tentat d* ultrafiltration prE- 
c6demment mentionn6, le rapport prot4ine/mati6re sfeche 
soit le plus eieve possible. C'est notamment pour cette 
-aison qu'une diaf iltration a 6t§ propos6e aprfes une 
25 traf iltration. Dans le cas cependant oti la presence 

une faible quantity de lactose r6siduel pourrait pr6- 
bienter quelques inconv6nients sur la composition du pro- 
duit final, l*hydrolyse de ce sucre peut etre r^alisie. 
Des essais ont montr4 que I'hydrolyse enzymatique pr6a- 
30 lable des concentres de proteine de lactos6rum n'avait 
aucune consequence nefaste pour la suite du proc6de d*- 
hydrolyse prot6ique. 

On donnera maintenant des indications sur les 
paramfetres de la reaction enzymatique, lesquels pr6sen- 
35 tent une grande importance pour I'obtention d'un hydro- 
lysat enzymatique total. 
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En premier lieu, le pH de la zone de reaction 
doit etre ajust6 entre 7 et 9 compte-tenu de la nature 
des enzymes utilis^es, lesquelles doivent etre capables 
de dig^rer totalement les prot^ines de lactos6rum dans 
5 les conditions de la digestion d'un organisme humain. A 
tit re d' enzymes, on met done en oeuvre de pr6f6rence de 
la pancreatine qui est un melange complexe contenant de 
la trypsine, de la chymotripsine et d'autres enzymes 
prot6olytiques. Dans la pratique,- on utilisera un ex- 
10 trait pancr6atique naturel disponible sur le march6 et 
ais6ment accessible. Toutefois, si besoin est, on peut 
6galement mettre en oeuvre des enzymes resultant d'un 
melange synth^tique dont la composition se rapproche de 
la pancreatine. De tels melanges contiendront done es- 
15 sentiellement de la trypsine et de la chymotripsine, le 
cas ech^ant avec d'autres enzymes secondaires pr6sentes 
dans I'extrait pancr6atique naturel. On a trouv6 selon 
1' invent ion qu'au pH eompris entre 7 et 9,et de prefe- 
rence entre 7 et 8,5,1a pancreatine et autres enzymes 
20 analogues repondant aux besoins de 1' invention presen- 
taient une stabilite maximale. 

II convient d' observer egalement des condi- 
tions assez strictes de temperature dans. la zone de 
reaction enzymatique. On a constate en effet que I'ac- 
25 tivite des- enzymes etait davantage influencee par la 

temperature que par le pH. Des essais ont montre notara- 
ment selon I'invention qu'avec la trypsine la tempera- 
ture maximale dans la zone de reaction ne devait pas 
etre sup6rieure k 54*0, et avec la chymotripsine cette 
30 temperature ne devait pas d6passer 45"C, Dans la prati- 
que, lorsqu'on utilise de la pancreatine, on adoptera 
done un compromis tenant compte k la fois des condi- 
tions optimales de la prot6olyse intestinale (tempera- 
ture entre 37 et 40''C) et du fait qu'une temperature 
35 plus eievee est moins favorable au developpement des 

germes et permet d'obtenir des debits d' ultrafiltration 
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sup6rieurs. Pour les besoins de 1' invention des temp6- 
ratures de l*ordre de 40*^C se sont done av§r6es conve- 
nables . 



pH et temperature, sont li6s. Ainsi, des gammes de pH 
de 7,5 k 8,5 pour des temperatures de I'ordre de 40 k 
45 °C se sont av6r§es convenables. 



reaction est le rapport entre la concentration en enzy- 
mes et la concentration en prot6ines. Ce rapport doit 
etre 61eve, comme cela est le cas au cours de la diges- 
tion proteique in vivo. Dans le cas de la pancreatine, 
des rapports pancreatine /substrat de l^ordre de 8 
15 %, en particulier de I'ordre de 12 %, ont donne des 
resultats convenables. 

Tous les parametres ci-dessus sont choisis de 
manifere que la totalite des proteines soit proteolysee. 
Ceci evite une augmentation de leur concentration en 
fonction du temps dans le reacteur. Par ailleurs., la 
solution proteique aliment ant le react eur d'hydrolyse 
enzymatique ne • doit pas comporter de composants non 
proteiques susceptibles d'etre retenus pas la membrane, 

enzyme doit egalement etre retenue effect ivement par 
la membrane, Enfin, s'agissant de produits destines k 
1* alimentation, les conditions de f onctionnement ne doi- 
vent pas etre favorables k un developpement microbien. 



male, il convient egalement de choisir avec soin la mem- 
brane d' ultrafiltration k utiliser en relation avec le 
reacteur enzymatique, Les membranes utilisees sont de 
type quelconque, organique ou inorganique. Elles peuvent 
se presenter sous forme de modules ainsi qu'il est connu 
dans ce genre d* appareillage . Une organisation des mem- 
branes ayant donne de bons resultats est celle des modu- 
les k fibres creuses, A titre particulier, on peut uti- 
liser les membranes de la Societe AMICON disponibles sur 



Bien entendu, les parametres de la reaction, 



Un autre paramfetre important dans la zone de 



Pour realiser une hydrolyse enzymatique opti- 
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le inarch6 sous la denomination HIO P 5 (seuil de coupu- 
re 5000) et HIOPIO (seuil de coupure 10.000) ainsi que 
les membranes de la Soci6t6 ROMICON disponibles sur le 
march6 sous la denomination PM 2, (seuil de coupure 
5 2000) ou PM 50 (seuil de coupure 50.000) . 

II est important de choisir une membrane qui, 
en f onctionnement , puisse r6pondre aux besoins de la 
pr6sente invention et en particulier retenir efficace- 
ment 1' enzyme et presenter des performances satisfaisan- 
10 tes, en particulier pour la dur§e. En ef f et , la matifere 
premier e trait^e, c ' est-ii-dire la solution prot6ique 
issue du lactos^rum, peut poss^der des composants qui 
nuisent au bon f onctionnement de la membrane. Au cours 
du processus d'obtention du lactos^rum, une fraction 
15 proteique insolubilis^e peut etre pr6sente en raison du 
traitement thermique habituel, 72"C-15". C'est pourquoi 
il est pr6f6rable d'^liminer au pr Salable cette frac- 
tion prot6ique par centrif ugation k vitesse 61ev6e. Le 
lactoserum peut 6galement contenir une fraction essen- 
20 tiellement constitute de lipides et de complexes lipo- 
prot6iques. Ces composants, bien que de taille moltcu- 
laire eiev§e, ne sont pas centrif ugeables. Leur accumu- 
lation au droit de la membrane utilis^e en relation a- 
vec le rtacteur enzymatique peut limiter le fonctionne- 

25 ment du rtacteur. 

Selon une forme pr6f6f6e de realisation de 
1' invention, on met en oeuvre des membranes dont le pro- 
fil des pores est bien determine. 

Sur un autre plan, la destination des hydro- 
30 lysats prottiques selon 1' invention exige que les pro- 
duits entrant dans le r6acteur soient de bonus quality 
hygienique bacteriologique . L' addition g^ntralisee de 
nitrate de potassium au lait utilise en fabrication de 
fromages presses peut conduire soit k rejeter le lacto- 
35 serum issu de cette transformation soit k rtaliser un 
traitement suppiementaire de demin6ralisation par 61ec- 
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trodialyse on sur r^sine 6changeuse d'ions, si le taux 
r6siduel de nitrate est jug6 inacceptable . 

La presence de peroxyde d'hydrogfene, antisep- 
tique largement employ^ dans la stabilisation bact6rio- 
5 logique du lactos6rum, ne saurait non plus etre accept^e. 

Compte-tenu de son processus de fabrication et 
de sa composition (faible teneur en matiferes grasses et 
population bact6rienne r6duite) le lactos^rum issu de la 
fabrication de cas6ine k I'aide d'acides inin^raux est 
10 une tnatifere premiere pr§f6r§e pour le proc6d6 de 1* in- 
vention. 

Ainsi qu'on I'a mentionn6 ci-dessus, il est 
important de maintenir dans la zone de reaction un pH 
basique de I'ordre de 7 k 9 en vue de permettre la di- 
15 gestibilit6 totale du concentr§ prot^ique. A cet ef f et , 
on introduit en continu ou en discontinu dans la zone de 
reaction un compost basique qui peut etre I'hydroxyde ou 
le carbonate de sodium, I'hydroxyde ou le carbonate de 
potassium, I'hydroxyde de calcium, I'hydroxyde d'ammoni- 
20 urn ou un melange de ces produits . Le cholx d'un compost 
basique particulier d^pendra de la destination du pro- 
duit final, la teneur en ions sodium, potassium, calci- . 
urn. ou ammonium dans ledit produit 6tant alors le crit6- 
re determinant de choix. 
25 L'homme de I'art disposera done d'un certain 

nombre de paramfetres pour obtenir les meilleurs r^sul- 
tats et r^aliser I'hydrolyse enzymatique totale des pro- 
twines de lactosWrum. On notera Wgalement que les va- 
leurs particuli6res S. choisir peuvent d6pendre de la 
30 taille du rWacteur enzymatique ainsi que la nature des 
6quipements utilises. 

II conviendra de conduire I'hydrolyse des pro- 
t6ines du lactos6rum jusqu'a. I'obtention d'hydrolysats 
enzymatiques ne contenant plus de prot6ines d6celables. 
35 On met alors I'hydrolysat en contact avec la membrane 
du module d' ultrafiltration combing au rWacteur enzyma- 
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Le proc6d6 de 1' invent ion peut etre mis en 
oeuvre en deux stapes s6par6es ; une premiere 6tape 
consist ant en I'hydrolyse enzymatique et une deuxifeme 
5 6tape consistant en 1' ultrafiltration. Les 6quipeinents 
pour la mise en oeuvre de chacune de ces operations 
peuvent etre s§par6s ou int^gr^s. Mais, en variante, le 
proc6d6 peut 6galeraent etre ex6cut4 en continu, les 
deux Stapes ci-dessus 6tant r6alis6es dans un appareil- 
10 lage unique. Pendant les premiers instants de fonction- 
nement, par exemple pendant 1 heure environ, le perra^at 
(liquide passant k travers la membrane) est recycle dans 
la zone d'hydrolyse afin d'obtenir le taux d'hydrolyse 
d6sir6 des protiines de lactos§rum. L'hydrolyse tot ale 
15 dtant atteinte, on introduit dans le react eur le concen- 
tre proteique k traiter k un d6bit identique k celui du 
perm^at . Dans des conditions particuliferes irapliquant 
une temperature de 40 *C environ, un pH maintenu k 8,0 
4 dans la zone de reaction, une tisneur en proteines d' en- 

viron 80 g par litre de la solution aliment ant le r^ac- 
teur et un rapport pancreatine/substrat de 12 % environ, 
la duree totale de f onct ionnement en continu et ait de 
I'ordre de 7 8 heures. 

On notera enfin qu'un traitement thermique 
prealable des solutions concentrees de proteines de lac- 
toserum n'ameiiorent pas leur digest ibilite globale. 

Parmi les proteines presentes dans le concen- 
tre soumis k proteolyse, on a trouve selon 1' invention 
que la serumalbumine etait celle qui etait la plus dif- 
ficileraent hydrolysee par la pancreatine. 

Les produits de 1' invention peuvent recevoir 
de norabreuses applications dans le domaine alimentaire 
et therapeutique. Les produits de 1* invention sont de 
nature k dedencher, par action sur les recepteurs in- 
35 testinaux, la secretion d' hormones pancreatiques inter- 
nes (insuline et glucagon, par exemple) et de dedencher 
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la secretion d' hormones gastro-int estinales (gastrine, 
polypeptide inhibiteur gastrique, par exemple) • 

Les produits de 1^ invention peuvent etre uti- 
lises en vue de la nutrition th^rapeut ique ou k titre de 
5 medicament en r6animation : ils permettent d^obtenir u- 
ne amelioration de la trophicite de I'intestin r^s^que 
permettant de retrouver apres un certain temps une auto- 
nomie nutrit ionnelle et ainsi de cesser de nourrir le 
malade par sonde. Plus g^neralement les produits de 1*- 
10 invention peuvent etre utilises en vue de la nutrition 
th^rapeutique ou k titre de medicament dans le traite- 
ment des infections du type digestif comme par exemple 
les gastrite.s, les ulc^res gastro-duodeniques , les iiei- 
tes, les intestins reseques et les colites. 
15 invention concerne aussi des compositions 

pharmaceutiques contenant un produit de 1' invention en 
melange avec les excipients usuels. 

Compte tenu de la forme physique du nouveau 
produit (poudre soluble en milieu aqueux) , la forme de 
20 presentation ne soul^ve pas de difficulte, Les nouveaux 
produits peuvent etre ingeres ou administres en tant 
que tels par voie enterale, par exemple en melange avec 
1' aliment habituel.^ lis peuvent egalement etre presen- 
tes sous forme de compositions avec des excipients usu- 
25 elSy par exemple convenant k 1- administration orale. Des 
compositions appropriees aux fins de 1* invention peuvent 
ainsi etre presentees sous forme de comprimes ou de ge- 
lules^ avec des excipients connus tels que le talc, le 
stearate de magnesium, la silice finemen^: divisee, et 
30 tout autre vehicule analogue connu de I'homme de l*art, 
L* invention sera maintenant illustree k 1 ' ai- 
de d'exemples, Bien entendu, ceux-ci ne sont nullement 
limitatifs, Dans les exemples ci-apr^s, il a ete fait 
usage d*un dispositif decrit en reference aux dessins 
35 annexes sur lesquels : 

Fig. 1 ^epresente une vue schematique genera- 
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le du dispositif. 

Fig. 2 est un schema repr6sentant le r^acteur 
enzymatique k irembrane utilise dans le dispositif de la 
figure 1. 



sitif comprend : une installation d* ultrafiltration et 
un r§acteur enzymatique. Le lactos6rum est introduit par 
la canalisation 1 pour traverser d'abord un ^changeur 
de temperature 2 et un s6parateur centrifuge 3 avant 

10 d'etre introduit dans le module d* ultrafiltration pro- 
prement dit . Le lactos^rum r6chauff6 et d6barrass6 des 
insolubles centrif ugeables est introduit par la canali- 
sation 4 dans un reservoir 5, en meme temps que de I'eau 
aliment^e par la canalisation 6. L'eau est utilis6e en 

15 continu en vue de la diaf titration • Le module d* ultra- 
filtration proprement dit est repr6sent6 globalement par 
la reference 7; on r^cupfere le r^tentat dans la canali- 
sation 8. On a schematise en 9 les 6quipements necessai- 
res k I'ajustement du pH du retentat ainsi q\x^ k sa con- 

20 centration, Une fois ces operations effect uees, le re- 
tentat passe par la canalisation 10 et est introduit 
dans une cuve-tampon 11 de laquelle il est. preieve pour 
etre hydrolyse .dans le reacteur enzymatique. A. cet ef- 
fet, le lactos6rum passe par la canalisation 12 piqu6e 

25 sur la <;uve 11 pour etre amene au reacteur enzymatique 
designe par la reference generale 13, L'hydrolysat qui 
const it ue le produit final recherche est recuper6 k la 
canalisation 14. 



30 le preconcentre a ete ultrafiltre sur un module DDS d'- 

2 

une surface de 9m, equipe de membranes BR 6 P egale- 
ment mises sur le marche par la Societe DE DANSKE SUKKER 
FABRIK, 1' operation d* ultrafiltration etant realisee en 
discontinu k la temperature de 50*'C. Les differents re- 
35 tent at s obtenus par ultrafiltration simple ou aprfes dia- 
filtration etaient ensuite seches par atomisation. 



5 



Ainsi que le represente la figure 1, le dispo- 



Pour des essais specif iques, le lactoserum ou 
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La figure 2 represente le c^acteur enzymati- 
que k membrane. Celui-ci comporte d'abord une cuve k 
reaction d6sign6e par la reference g6n6rale 15. L' ali- 
mentation continue en prot^ines de lactos^rum se fait 
5 par la canalisation 16. Un appareil 17 sert k la fois 
k mesurer et k maintenir le pH dans la cuve de reaction 
en neutralisant les ions H"^ Iib6r4s lors. de la coupure 
des liaisons peptidiques. L' appareil 6tait un pH stat 
Mettler comprenant un amplif icateur de potentiel, un 

10 pr6s61ecteur du point d' Equivalence et une burette auto- 
mat ique de distribution du r^actif , ce dernier Etant un 
compost basique tel que mentionnE ci-dessus. Aucun en- 
crassement excessif de 1' Electrode n'a et6 constats. Le 
produit d'hydrolyse prElevE dans la cuve de reaction 

15 par la canalisation 18 est acheminE par une. pompe pneu- 
matique 19 k membrane. Un exemple pratique est la pompe 
module AMICON LP 20 A, capable de debiter 720 1/h k 1,7 
bar. Au refoulement de la pompe, le produit passe dans 
une canalisation 20 et est amenE sur un prEfiltre 21 a- 

20 yant une porositE de 150 microns. La rEfErence 22 dEsi- 
gne le module d' ultrafiltration. Dans un exemple spEci- 
fique, on a utilise le systfeme DC 10 S de la Soci§t6 
AMICON comprenant ■ des cartbuebes d' ultra! titration k fi- 
bres creuses. Le permEat Etait rEcupErE dans, une canali- 

25 sat ion 23 et constituait I'hydrolysat peptidique recher- 
ch6. Le rEtentat du module 22 Etait prElevE .par la cana- 
lisation 24, introduit sur un ^cbangeur 25 et achemin^ 
par la canalisation 26 pour etre recyclE dans la cuve de 
reaction 15. 

30 Les membranes utilisEes Etaient du type fibres 

creuses ayant les caractErist iques suivantes : 

Type Seuil de coupure Surface Fabricant 

HIO P 5 5000 0,9 m^ Amicon 
HIO P 5 10000 ' 

35 2000 1,4 m^ Romicon 

PM 50 50000 
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Pour les essais rapportds ci-aprfes, on a mis 
en oeuvre un lactos^rum d'origine industrielle resul- 
tant d*un melange de lactos^rum d'Emmental et de Saint 
Paulin, son pH variant entre 6,2 et 6,4. Aprfes 6cr6ma- 
5 ge, le lactos6rum 6tait thermis^ k 58-60*'C pendant 15 
secondes environ. II pouvait alors etre concentre par 
Evaporation k un taux de matifere s6che d' environ 50 %• 
Ce pr6concentr6 Etait alors dilu6 2,5 fois pour 6viter 
la cristallisation excessive du lactose et refroidi k 
10 une temperature proche de 4*^0 avant stockage pendant u- 
ne nuit . En variante, certains lactos6rums utilises dans 
les exemples ci-aprfes ont 6t6 prepares sur place k par- 
tir de laits crus ou thermisEs par precipitation lacti- 
que ou pr^sure . 
15 . Dans les conditions habituelles d' experimen- 

tation, le concentre proteique 6t.ait reconstitue k une 
teneur de 100 g/1 en proteines dans la cuve de reaction . 
15. La temperature de reaction etait fixee k 40^*0 envi- 
ron. La solution de proteines etait ajoutee dans la cu- 
20 ve 15, L* equipeiheht 17 permet la mesUre et le maintien 
du pH. Apres equilibrage de- la temperature et ajustement 
du pH, on a ajoute 1 ^ enzyme - (pancreatine) reconstituee 
extemppranement . L' addition du compose alcalin etait en- 
registree en continu en vue du maintien du pH dans la 
25 zone de reaction. Chaque preifevement etait soumis k la 
precipitation dans I'acide trichloracetique k 12 %. La 
proteolyse etait suivie en determinant sur le surna- 
geant 1' azote soluble et les groupements NI^ liberEs. 

Les teneurs en substance sfeche des echantil- 
30 Ions de lactos6rum, de retentat, d' ultraf iltrat et des 
hydrolysats 6taient determinees par dessiccation k I'e- 
tuve k 102-105 pendant 7 heures. 

Les teneurs en azote etaient determinees par 
microkjeldahl sur un autoanalyseur Technicon : 
35 les teneurs en azote total etaient obtenues 

par dosage direct aprfes dilution (Matiferes Azotees To- 
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tales) ; 

- les teneurs en azote non prot^ique (NPN) 
6taient d^termin^es par le dosage aprfes precipitation 
des prot^ines dans I'acide trichlorac6tique k 12 %. 

Les teneurs en cendres 6taient d^termin^es 
selon la m4thode AOAC (Reference AOAC Standard, 1945). 

La determination des teneurs en substances 
minerales etait r^alis^e par absorption atomique sur un 
appareil Technitron 1200 suivant le protocole de MUR- 
THY, G.K., RHEA, V. (1967) - Determination of major ca- 
tions in milk by atomic absorption spectrophotometry, 
J. Dairy Sc., 50, 313-317 modifie par BRULE et al. 
(1974^ - Etude de la teneur en min^raux des produits 
obtenus lors de 1 ' ultrafiltration du lait sur membrane. 
15 Le Lait. 539-540, 600-615. 

Le dosage des groupements NHg libres 6tait 
effectu4 par reaction k la ninhydrine apr6s hydr.olyse 
alcaline selon HIRS et al . (1956) J. Biol. Chem. 219 
(1190) ou k I'aide de I'acide trinitrobenzfene sulfoni- 
20 que selon FIELDS (1971) Biochem. J. 124 581-590. 

Le dosage des acides amines 6tait effect u6 se- 
lon la methode de SPACKMAN et al. (1958) Anal. Chem'. 30, 
• . 1190. Les peptides (2 mg) sont hydrolysis pendant 24 h, 
48 h et 96 h i llO'C dans des tubes scellis sous vide 
25 par 1 ml de HCl 6N, distill^ deux fois. Les risultats 
sont exprimis en g pour 100 g d' acides amines, aprfes 
correction pour destruction pendant I'hydrolyse pour la 
threonine, serine, cystine et tyrosine. 

Le tryptophane 6tait dos6 separiment selon la 
30 methode de SPIES (1957) par reaction coloVim^trique a- 
vec le paradimethylaminobenzaldehyde apr6s hydrolyse 
par la pronase. 

La mesure des densit^s optiques k 280 nm, k 
420 nra (dosage des grouperaents NHg par le TNBS) k 570 nm 
(dosage des groupements par la ninhydrine), ou le 
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trac6 des spectres d' absorption des prot^ines, des pep- 
tides ou des acides amines dans le but de leur identi- 
fication 6taient effectu^s sur un spectrophotomfetre 
Beckman type Acta VI^ en cellule de quartz d'un centi- 
5 m^tre de cheniin optique. 

Le dosage de 1' activity r^siduelle de la tryp- 
sine dans les hydrolysats peptidiques 6tait .effectu6 
selon la m^thode de HUMMEL (1959} Can. J. Biochem. Phy- 
siol., 37» 1393 en suivant 1 ' augmentation de I'absorp- 
10 tion §L 247 nm, due k I'hydrolyse d'une substance syn- 
th6tique, le p-tolufenesulf onyl-L-arginine m§thyl ester 
(TAME) . 

La determination qualitative et quantitative 
des prot6ines solubles (lactoglobuline , lactalburaine, 

15 s6rum albumine) dans le lactos6rum, les r^tentats, les 
ultraf iltrats, les concentres prot^iques avant, pendant 
et aprfes hydrolyse, etait obtenue par 61ectrophor6se en 
gel de polyacrylamide selon la m6thode d* ASCHAFFENBURG 
(1964) - Protein phenotyping by direct polyacrylamide 

20 gel electrophoresis of whole milk. Biochim. Biophys. 
Acta, 82, 188-191, modifi^e : le gel utilise 6tait soit 
k 5 % soit k 9 % d'un melange 1:1 d'acrylamide et de 
bisacrylamide (Cyanogum 41. : Apelab Paris) i 

Les plaques, aprfes revelation au noir amido 

25 et decoloration k I'acide acetique 10 %, etaient lues k 
I'aide d'un densitom^tre Philips. 

La separation des proteines, des peptides et 
acides amines libres selon leur poids moieculaire etait 
obtenue par filtration sur gels de sephadex (Pharmacia) . 

30 En fonction de la nature des const it uants k 

s6parer, on a utilise les gels suivant s : 

Const it uants k separer Nature du gel Eluant 

Proteines-proteines G,^.-, Tampon phosphate 

pH 7,5 

35 Proteines-gros peptides G-- Tampon phosphate 

pH 7,5 
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Constituants a separo.ir Nature du ^ el Eluant 
(suite) 

peptides-peptides Gg^ G^^ Acide ac^tique 

30 % 

Peptides-^acides amines G^^ Acide ac6tique 

J-idres 3Q ^ 

Les 61uats 6taient analyses par mesure de la 
density optique k 280 nm et par dosage des groupes 
libres par la ninhydrine. 

Le fractionnement des peptides et acides ami- 
nes en fonction de leur point iso^lectrique et de leur 
charge a 6t6 obtenu grace k 1 ' utilisation des r6sines 
6changeuses d'ions type cationique (AG 50 X - Labo- 
ratoire Biorad, Richmond Calif ornie) . L'hydrolysat pep- 
15 tidique 6tait mis en presence de la r^sine en disconti- 
nu k diff^rents pH. Apr6s un certain tenps de contact 
et d^cantation, le surnageant 6tait analyst. 
EXEMPLE 1. 

Dans cet exemple, on a utilise un dispositif 
20 du type g6n6ral repr6sent6 la figure 1 et un r^acteur 
enzymatique du type repr6sent6 k la figure 2. Le lacto- 
s^rum 4tait traits au pr4alable dans un s6parateur cen- 
trifuge 3 k la Vitesse de 1000 g pendant 15 minutes a- 
vant son entree dans le dispositif. 
2^- L' enzyme utilisde- 6tait la pancreatine dispo- 

nibie sur le march6 sous la denomination "SIGMA", d'o- 
rigine bovine ayant une activity de 4 UP. Les condi- 
tions reactionnelles dans la cuve 15 du r6acteur enzyma- 
tique etaient les suivantes ; 
30 - temperature 40*0 

- pH maintenu k 8 ,0 

- teneur en prot6ines de la solution alimen- 
tant le r^acteur : 80 g/1 

- rapport pancreatine/substrat : 12 % 

35 L'hydrolyse des proteines de lactos6rum a 6te 

suivie par eiectrophorfese en gel de polyacrylamide . Les 
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r^sultats sont illustr(§s k la figure 3. Cette figure 
montre k diff6rents stades de la reaction, aux temps 
respect ivement 0, 7 minutes et 70 minutes, 1' allure des 
courbes de 1 * 61ectrophorfese correspondant k la solubi- 
5 lisation des prot6ines de lactos^rura. Le diagramme k 
la partie inf^rieure de la figure 3 repr6sente la mi^ 
gration des diverses prot6ines. La /^--lactoglobuline est 
representee par 1' abr^viation /S-iacto, 1' alphalact albu- 
mine par 1 * abr^viation c<-lacta et la s6rum albumine bo- 

10 vine par 1* abr6viation BSA. 

Le gel de polyacrylamide peut etre utilise k 
una concentration de 9 %. Les r^sultats repr6sent6s k 
la figure 3 montrent que la vitesse d'hydrolyse des pro- 
twines est diff4rente. La /S -lactoglobuline est plus ra- 

15 pidement hydrolysWe que l'c< lactalbumine et elle meme 
que la sWrumalbumine . Cette dernifere est au moins par- 
tiellement insensible k la prot§olyse. La s6rum albumi- 
ne bovine du lactos^rum ne peut done etre hydrolys6e 
totalement. La figure 4 est une figure analogue k celle 

20 de la figure 3 mais apportant des r6sultats sur le fonc- 
tionnement continu du r^acteur, Les mesures par 61ec- 
trophorfese sur gel de polyacrylamide k Q % de 1* hydro- 
lyse en continu du cpncentrat de protWines de lactose- 
rum par la pancreatine en r^acteur enzym.atique confir- 

25 ment que la sirumalbumine bovine s*accumule au niveau 
du r6acteur. 

Aprfes 3 heures de f onctionnement du r^acteur, 
le pied de cuve a ete purifie par diaf iltration et ana- 
lyse. Les resultats sont representes sur le diagramme 

30 de la figure 5. Cette figure 5 represente la reparti- 
tion moieculaire des constituants presents dans le re- 
acteur enzjonatique en fin d'hydrolyse pancrWatique des 
concentrats proteiques de lactoserum aprfes purification 
par diaf iltration (sephadex G-lOO - tampon phosphate; 

35 pH 7,5). Le profil de filtration indique la presence de 
trois groupes de constituants ; 
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- le premier, de poids tnol^culaire le plus 
61ev6, pr§sentant une absorption k 280 nm forte (pre- 
sence d^un louche) pour une teneur en NHg faible, 

- le second, dont 1' image 61ectrophor6t ique et 
5 le spectre d^ absorption k 280 nm correspondent k ceux 

de la s^rum albumine bovine, 

- le troisi^me, de faible poids mol^culaire : 
les peptides. 

L' analyse chimique globale montre par ailleurs 
10 la presence de mati^res grasses qui y represent ent pr6s 
de 50 % de la mati^re sfeche* 
EXEMPLES 2 et 3. 

Ces exemples concernent 6galement la solubili- 
sation en continu des prot^ines du lactos6rum par la 
15 pancreatine en r^acteur enzymatique. Les conditions de 
f onct ionnement sont indiqu6es dans le tableau I. 

TABLEAU I, 

EXEMPLE 2 EXEMPLE 3 

Seuil de coupure de la * ^ 
2 0 membr ane 5000 5000 

Temperature 40*^0 37 ""C 

pH 8,5 8,5 

Teneur en proteines initiale ' 84, 4 g/1 .82 g/l 

Base utilisee KOH 2N KOH 2N 

25 Rapport enzyme /substr at 11,8 % 12, 6 % 

Duree prehydrolyse 2 heures 1 h 30 

Teneur en proteines de la 
solution aliment ant le 

reacteur 45 g/1 50 g/1 

30 [ 

Dans les deux essais, le taux d^hydrolyse ap- 
parent (azote soluble/azote total) dans le perm^at a 
ete maintenii constant grace k un apport faible d* enzyme. 
La duree de f onct ionnement du r^acteur etait de 7 k 8 
35 heures, 

Les r^sultats apparaissent le mieux sur les 
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diagrammes des figures 6 et 7. On a port6 en abscisses 
le temps de reaction en heures et en ordonn6es les con- 
centrations en matiferes sfeches oa en prot6ines des pro- 
duits consid6r6s en g/1 . Aux figures 6 et 7 les courbes 
5 a) et b) repr^sentent respectivement le taux d'hydroly- 
se apparent du permdat et du r6tentat d* ultrafiltration 
tandis que la courbe c) repr^sente I'extrait sec du r6- 
tentat. 

On a proc4d6 ensuite k la caract6risation des 

10 hydrolysats obtenus. La figure 8 illustre la repartition 
mol6culaire des peptides obtenus par hydrolyse pancr6a- 
tique d*un concentre prot6ique de lactos^rum en fonc- 
tion du temps de contact enzyme /substrat . Les mesures 
ont 6t6 effectu6es par filtration sur gel Sephadex G 50 . 

15 et avec dlution a. I'acide ac6tique k 30 %. La figure 8 
met en Evidence 1' influence du temps de contact enzyme/ 
substrat. La figure 9 illustre la repartition moieculai- 
re des peptides obtenus par hydrolyse pancr6atique d'un 
concentrat de prot^ine de lactos§rum apr^s hydrolyse 

20 tot ale en r^acteur enzymatique, les mesures ayant §t6 
faites sur gel SEPHADEX G15 (§lution k I'acide ac^tique 
k 30 %) . Comme l*illustre la figure 9, tous les pepti- 
des, obtenus ont ane taille inf §riexxre 2000^ la majo- 
rity se situant entre le dipeptide et le d^capeptide. 

25 Le taux d^ac ides amlni§s libres est faible et peut etre 
6valu6 k un taux inf^rieur k 10 %. L' utilisation de di- 
verses membranes pr§sentant des seuils de coupure varies 
montre qu'il n'existe pas de difference entre les pepti- 
des obtenus sur membranes k seuil de coupure 5000 et 

30 ceux obtenus sur membranes k seuil de coupure 10.000. 
La figure 10 montre que le passage d'un hydrolysat pan- 
crdatique, obtenu sur membrane k seuil de coupure 5000, 
sur ime membrane k seuil de coupure 15000 m.odif ie le 
profil de repartition mol^culaire des peptides. Cette 

35 figure illustre done la possibility de modifier la re- 
partition des peptides en soumettant 1* hydrolysat initi- 
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al total obtenu pr^alablement sur F-embrane 5000 k une 
ultrafiltration sur neinbrane PM a ^ seuil de coupure 
1500-2000. Les resures ont 6t§ faites sur gel S6phadex 
G15 (61ution I'acide acdtique k 30 %> , 
5 On a effect u6 d'autres iresures sur la compo- 

sition des produits obtenus en determinant celles des 
fractions non dialysables et dialysables . La coupure 
par la dialyse se situe aux environs du poids n-ol^cu- 
laire 2000. Le tableau 2 ci-apr§s correspond aux amino- 
10 grammes des fractions dialysables I et non dialysables 
II d'un hydrolysat pancr^atique de concentre prot6ique 
de lactoserum. 



15 



20 



25 



30 



TABLEAU 2. 





I* 




He 


7,0 


5 , 70 


Leu 


10,96 


7,52 


Lys 


8,92 


9,10 


Met 


2,20 


2,10 


Cys + Cyst 


2,0 


3,70 


Phe 


3 ,63 


1,91 


Tyr 


3,03 


5,80 


Thr 


6,70 


6,70 


Trp - 


1,62 


1,13 


Val 


6.20 


5,40 


Arg ■ 


2,72 


2,17 


His 


1,98 


1,34 


Ala 


5,16 


4,19 

n,8o 


Asp 


11,07 


Glu 


15,82 


20,21 


Gly 


1,92 


1,95 


Pro 


5,98 


8,96 


Ser 


4 ,70 


5.10 



I - Hydrolysat pancr^atique de prot^ines de lactose- 
35 xk^\r .^"i: ultrafiltrat) partie dialysable. 

II- Hydrolysat pancr^atique de prot6ines de lactose- 
rum (ler ultrafiltrat) partie non dialysable 
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Les r^sultats sont exprim^s en g/100 g de 



prot6ines sauf pour le tryptophane (g/100 g de poudre 
lyophilis6e) . 



5 sat pancr^atique, on a mis celui-ci en presence d'une 
r^sine cationique k raison de 7 g de r^sine par lOO ml 
d^hydrolysat ayant une teneur de 36 g/1 de peptides. La 
mise en contact a 6t6 r6alis6e pendant deux heures k la 
temperature ambiante et k divers ,pH. 

10 Les figures 11a, lib, et 11c montrent la re- 

partition TPol^culaire des peptides non fix6s sur la r6- 
sine cationique contenus dans les diff^rents surna- 
geants respect ivement §t pH 2 , pH 5 et pH 7:5.. Les dia- 
grammes represent 6s k la figure 12 indiquent' leur com- 

15 position en acides amines essentiels (exprixn^s en % de 
l*hydrolysat initial). La sequence des acides amines 
sur les diagrammes est, de gauche droite, la suivante: 
He, Leu, Lys, Met, Cys, Phe, Tyr, Thr, Trp et Val. 

On observe une fixation different ielle des 

20 peptides suivant le pH de la reaction. A pH 2^ les pe- 
tits peptides et acides amines libres s^ fixent pr6f6- 
rentiellement aux plus gros. Ces derniers sont appau- 
vris en lysine, cysteine, tyrosine, phenylalanine et 
tryptophane, Lorsque le pH se rapproche de la neutrali- 

25 te, la fixa,tion d'azote diminue. A pH 7,5, la composi- 
tion en acides amines du surnageant est trhs voisine de 
celle de. I'hydrolysat initial. 



tionnement des hydrolysats est possible,^ selon cette 
30 technique. En variant le pH de la reaction, la nature 
des r6sines, leur concentration, il est possible d'ob- 
tenir des fractions peptidiques k caract6ristiques pre- 
cises. 



35 filtrant I'hydr.olysat total sur des wembranes k seuil 
de coupure 6gal k 2000 environ, qui sont capables de 



Pour caracteriser encore davantage I'hydroly- 



Ces diff^rents r^sultats montrent qu'un frac- 



On a effect ue d\autres experiences en ultra- 
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retenir part iellement les peptides de poids iroldculai- 
re sup6rieur 1500. La figure 13 illustre la reparti- 
tion inol6culaire des peptides et acides airings libres 
contenus dans la fraction non retenue par la membrane 
5 2000 (gel Sephadex G15-acide ac^tique 30 %) . La frac- 
tion de I'hydrolysat pancr6atique non retenu est appau- 
vrie en cysteine et enrichie en phenylalanine, trypto- 
phane, par rapport k I'hydrolysat d'origine. La figure 
14 illustre la composition en acides amines essentiels 
10 (exprimee en % de leur teneur dans I'hydrolysat initi- 
al) des peptides et acides amines libres contenus dans 
la fraction non retenue par la membrane 2000. 
EXER!PLE 4. 

On a op6re dans des conditions similaires k 
15 celles des exemples 2 et 3. L'hydrolysat peptidlque a 
ete concentre puis seche. La poudre avait les caracte- 
ristiques definies ci-aprfes : 
Analyse chimique 100 g 

Mat i^re seche 96,3 
20 Matiferes azotees totales 72.0* 

74,2** 
76,6*** 

Cendres 11,0 . .. 

Sucres reducteurs 0 
25 Mati^res grasses 0 

Min^raux Ca 0^94 
Na 0,30 
K- 4,1 
Les analyses de la teneur en aaote ont 6te 
30 faites par microkjeldhal . La dilution de la poudre ayant 
ete faite dans 

citrate de sodium 2 % 
** NaOH 0,5 N 



*** eau distiliee. 



Les resultats sont expriip.es en azote x 6.38. 
- precipitation au TCA 12 % : nulle 



36. 



0022019 





o up LI d ^ € a. 111^ 




11 g . 


A TP X n o gr a.ini&6 








lie 




Arg 


^ ,7 


Leu 


y , y 


His 


1». ' 


Lys 


9 12 


A 1 « 

Ala 


4 , 9 


Cys 


1,8 


Asp 


9,5 


Phe 


3,2 


Glu 


17,6 


Thr 


6,7 


aiy 


1,7 


Tyr 


3,6 


Pro ' 


6,2 


Trp 


2,0 


Ser 


5,5 


Val 


5,5 


Met 


2,0 
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Les exemples qui suivent illustrent 1' appli- 
cation des produits de 1^ invent ion dans des compositions 
constituant des aliments de r§animation. 
15 EXEWPLE 5, 

Get exetnple c oncer ne un produit de r^animation 
utilisable par voie ent6rale chez des malades n^cessi- 
tant un apport prot6ique de I'ordre de 7 12 % de I'ap- 
port calorique total. Un tel produit r6pond k des be- 

20 soins nutritionnels en cas de tnucoviscidose ou fibrose 
kystique du pancreas, d* insuf f isance r6nale, ainsi que 
pour des Tpalades present ant une atteinte infect ieuse ou 
inf lammatoire de la parol intestinale . Ces prot6ines 
sont amen6es de pr6f§rence sous forme pr6-dig6r6e. 

25 Une composition cent^^simale- appropri§e est la 

suivante : 

- hydrolysat peptidique selon I'invention 2,50 g 

- lipides : 

melange k parties 6gales de:* 
30 - huile de beurre 
~ 7 • 0 < M* 

- huile de ipais 0,5 g ^ 4^10 g 

- huile de tournesol 
monost6arate de glycerol . 




0022019 



37. 



- glucides 

- polymferes de glucose 

- glucose 1,5 g ) 13,00 g 

- galactose 

- vitamines 




A,D,E,B^, Bg, PP, Bg, Bg ^ selon les 



recomman- 



Bj^2' acide folique, biotine ) dations FAO/OMS 

- 616Tnents min^raux 0 455g 
(calcium, sodium, potassium, magnesium, phosphore, 
zinc, fer, cuivre, manganese, chlore, iode) . 

- eau distill^e q.s.p. 100 
EXEMPLE 6, 

Get exemple concerne un produit de r^anima- 
tion utilisable par voie ent6rale chez des malades n6- 
cessitant un apport prot^ique de l^ordre de 25 % de 1'- 
apport calorique total, sous forme pr6dig4r6e et un ap- 
port lipidique faible. II peut en etre ainsi en cas de 
destruction tissulaire import ante aprfes grands trauma- 
tismes et de brulures. 

One composition cent^siraale appropri6e est la 

suivante : 

- hydrolysats peptidiques selon 1' invention 8 g 

- lip ides : • 

- T.C.ir. 2,30 g 

huile tr6s riche en . / , 2^90 g 

acides gras essentiels 0,50 g 

- 6mulsifiant . 0,10 g 

- glucides : 

- pet its polymferes de 
gl cose 12, 7 g 

- glucose 3 g ^ 18,7 g 

- galactose 3 g 

- vitamines 

- A> E ^ Bj, Bg , PPr Bg. Bg selon les recomman- 



B^2 > acide folique, biotine 
vit amine C 



dations FAO/OMS 



». )^ ( ) 
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- 616ments irin^raux 

-(calcium, sodium, potassium, magnesium, 
phosphore, zinc, fer, cuivre, manganese, 
chlore, iode) 0;,455g 
5 - eau distill6e. q.s.p. 100 

EXEMPLE 1. 

Get example illustre la preparation de compo- 
sitions pharmaceutiques pour 1 ' administration par voie 
orale, Des comprim^s- ont et6 pr6par6s de la manifere u- 
10 suelle partir de la formulation suivante : 

hydrolysat peptidique selon 1' invention 200 ?ng 

excilient QS pour un comprim§ termini k 300 rpg 

L'excipient utilis6 6tait le talc, le st^ara- 
te de magnesium ou la silice disponible sur le TParch6 
15 sous la denomination "a^rosil". 

On a prepare de la rneme manifere des g61ules 
dos6s ^ 100 mg d' hydrolysat peptidique selon I'inven- - 
tion et contenant un excipient usuel QS pour un g^lule 
termini k 200 mg. 
20 Bien e"fftendu, 1* invention n'est pas limit6e 

aux modes de realisation d6crits ci-dessus.. On pent en 
effet lui apporter de nombreuses Trodif ications sans 
sortir de son cadre. Ainsi, . on. peut r^aliser de multi- 
ples formulations contenant les produits de 1' invent ion 
25 et destines aux utilisations les plus variees dans la 
nutrition. 
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REVENDICATIONS 

1. Hydrolysat enzyrnatlque total de prot^ines 
de lactos6rum consistant en un hydrolysat peptidique ne 
contenant pratiquement pas de protdines r^siduelles, 

5 dont au jroins 50 % des peptides contiennent 2 §l 5 aci- 
des amines et dont la proportion d'acides amines libres 
est inf§rieure k 15 %. 

2. Hydrolysat selon la revendication 1, ca- 
ract6ris6 en ce qa'il contient 70 k 90 % de 1' azote 

10 present sous forme de peptides ayant un nombre d'acides 
amines inf^rieur k 10. 

3. Hydrolysat selon I'une des revendications 
1 ou 2, ne contenant aucune fraction pr^cipitable k 1'- 
acide trichlorac^tique a. 12 % et r^pondant k I'amino- 



15 gramme ci-apr§s 
Atninogramme 

He 6,0 Arg 2,7 

Leu 9,9 His 1,7 

Lys 9.2 , Ala 4,9. 

20 Cys 1,8 Asp .9,5 

Phe 3,2 Glu ' 17,6 

Thr 6,7 Gly 1,7 

Tyr 3.6 Pro 6,2 

Trp 2.0 Ser 5,5 

25 Val -5,5 Met 2,0 



4. Proc6d6 pour I'obtention d'un hydrolysat 
selon I'une quelconque des revendications I k k par- 
tir de prot6ines de lactos^um, caract6ris6 en ce qu'on 
met en contact lesdites protdines avec une enzyme pro- 

30 t^olytique capable de reconstituer la digfestion prot6i- 
que qui prend place in vivo dans l'organisn»e humain, 
I'hydrolyse §tant conduite jusqu'i ce que le produit ne 
contienne plus de prot6ines r^siduelles, c'est-^-dire 
ne pr4sente aucun azote pr^cipitable par I'acide tri- 

35 • chlorac6tique St 12 %, et Jusqu'k obtention d'un hydro- 
lysat peptidique dont au mdins 50 % des peptides con- 
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tiennent 2 k 5 acides amines, et dont la proportion 
en acides amines libres est inf6rieure k 15 %, aprfes 
quoi on r6cup6re I'hydrolysat obtenu. 

5. Proc6d6 pour I'obtention d'un hydrolysat 
5 selon I'une quelconque des revendications 1 k 3 dans 
lequel on effectue d»abord 1' ultrafiltration du lacto- 
s6ruTii puis une hydrolyse enzyipat ique , ledit proc6d6 6- 
tant caract6ris6 en ce qu'on n^et en contact le r6tentat 
d' ultrafiltration avec une enzyme prot6olytique capable 
10 de reconstituer la digestion prot6ique qui prend place 
in vivo dans I'organisme humain,- 1' hydrolyse ^tant con- 
duite jusqu'k ce que le produit ne contienne plus de 
prot6ines r6siduelles, c'est-k-dire ne pr^sente aucun 
azote pr§cipitable par I'acide trichlorac6t ique k 12 %, 
15 aprfes quoi on r6cupfere I'hydrolysat obtenu qui repr6- 
sente I'hydrolysat enzymatique total recherche. 

6. Proc6d6 selon I'une des revendications 4 
ou 5, caract6ris§ en ce qu'on prepare un concentr6 pro- 

■t6ique de puret6 elev6e en soumettant le jlactos6rum' 4 
20 une ultrafiltration accompagn^e ou suivi^ d'une diafil- 
tratibn. 

7. Proc6d6 selon la revendication 6, caract6- 
ris6 en ce que, pr^alablemfenf k 1' ultrafiltration, on 

' soumetle lactos6rum k une centrif ugation pour 61iminer 
25 les fractions insolubles. 

8. Proc6d§ selon I'une quelconque des reven- 
dications'4 k 7, caract6ris6 en ce que, apr^s obtention 
des prot6ines de lactos6rum, on soumet le concentr6 pro- 
t^ique k une n,icrof iltration pour en ^liminer les frac- 

30 tions lipidiques r^siduelles, les lipoprot6ines et les 
microorganismes. 

9. Proc6d6 selon I'une quelconque des reven- 
dications 4 k 8, caract6ris6 en ce qu'on soumet le r6- 
tentat d' ultrafiltration k une hydrolyse enzymatique 

35 continue en intrbduisant le concentr6 prot6ique dans une 
zone de reaction en vue d'une irise en contact intime a- 
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vec 1* enzyme, on soutire en continu le produit de reac- 
tion en I'amenant de la zone de reaction dans une zone 
ultrafiltration , de laquelle on soutire 6galement en 
continu un perm^at qui repr^sente I'hydrolysat peptidi« 
que constituant le produit recherche selon 1' invention, 
la reaction 6tant poursuivie jusqu'^ ce que le perm6at 
soit un hydrolysat enzymatique total, un rec3/clage pou- 
vant etre pr^vu de 1 ' ultrafiltration jusqu'a la zone de 
reaction. 

10. Proc6d6 selon l^une quelconque des reven- 
dications 4 k Q, caract§ris6 en ce que, k titre d'enzy- 
me , on utilise une enzyme capable de dig^rer totalement 
les prot6ines du lactos^rum dans les conditions de la 
digestion d'un organisme humain, ladite enzyme 6tant de 
pr6f6rence la pancreatine, en particulier sous forme 
d'extrait pancr^atique naturel. 

11. Proc^de selon la revendication 9, carac- 
t6ris6 en ce qu*on ajuste le pH dans la zone de reac- 
tion une valeur comprise entre 7 -et 9^ de preference 
de 7,5 k 8,5 par addition d'un compose A ^reaction basi-* 
que tel que I'hydroxyde ou le carbonate de sodium, 1*- 

. hydroxyde ou le carbonate de potassium, I'hydroxyde de 
calcium, I'hydroxyde d' ammonium ou un melange desdits. 
composes . 

12. Procede selon I'une quelconque des reven- 
dications 4 ^ 11, caracterise en ce qu'on op6re l*hy- 
drolyse k une temperature de 37 k 45*^0, en particulier 
de 40^C environ. 

13. Procede selon I'une quelconque des reven- 
dications 4 §l 12 ^ caracterise en ce qu* on utilise des 
rapports enzyme /substr at de 8 k 15 % en poids, en parti- 
culier de I'ordre de 12 %. 

14. Precede selon la revendication 9,. carac- 
terise en ce que, dans le reacteur enzymatique k membra- 
ne, on utilise des membranes capables de retenir effica- 
cement 1' enzyme. 
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15. Application de I'hydrolysat selon l*une 
quelconque des revendicat ions 1^3 comme aliment ou 
supplement aliraentaire r6pondant k des besoins sp6cifi- 
ques nutritionnels . 
5 16. Aliment di6t§tique contenant I'hydrolysat 

selon I'une quelconque des revendicat ions 1 k 3; en as- 
sociation 6ventuelle avec un v^hicule neutre convenant 
k 1 * alimentation orale ou ent§rale. 

17. Aliment de r6animation contenant 1 'hydro- 
10 lysat selon I'une quelconque des revendicat ions 1 k 3, 

en association 6ventuelle avec un v^hicule neutre con- 
venant k 1 * alimentation orale ou ent^rale. 

18. Produit de nutrition th^rapeut ique conte- 
nant I'hydrolysat selon I'une quelconque des revendica- 

15 tions 1 Si 3. 

19. Application k titre de medicament de I'hy- 
drolysat selon l^une quelconque des revendications 1 k 
3. 

20. Composition pharmaceut ique contenant 1'- 
20 hydrolysat, selon I'une quelconque des revendications 

1 k 3^ en association avecun v^hicule neutre usuel 
convenant k 1 * administration orale ou ent^rale. 
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